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Synthesis　of　Ap4A，　a　“Signal　Molecule”　in　vivo，　by　Aminoacyl－tRNA
　　　　　　　Synthetases　and　Analyses　of　the　Related　Nucleotides
　　　　　　　　　by　High－Performance　Liquid　Chromatographies
Akemi　SASANUMA，　Yasuko　KOBAYASHI　and　Kazuoki　KURATOMI
Department　of　Biochemistry，　Tokyo　Medical　College
　　Pi，　P‘一di（adenosine　5’一）tetraphosphate　（Ap4A），　which　was　found　in　a　variety　of　pro一　or　eukar－
yotic　cells　studied　to　date　and　suggested　to　function　as　a　“signal　molecule”　or　a　positive　“　pleiotypic
activator”，　was　synthesized　by　Eschen’chia　coli　i’soleucyl－tRNA　synthetase　（lleRS）　and　Bacillus
stearothemaoPhillus　leucyl－tRNA　synthetase　（LeuRS）　for　comparison　of　the　enzyme　activities．　ln
these　assays，　an　ATP－regenerating　system　was　added　to　the　reaction　mixture　to　promote　the
enzyme　reactions．　The　radioactivity　of　Ap4A　incorporated　from　（3H）ATP　was　measured，　after
incubation　of　the　reaction　mixture　and　isolation　of　the　reaction　product　with　poly（ethylene）　imine
－cellulose　（PEI－cellulose）　thin－layer　chromatography　（TLC）　and　high－performance　liquid
chromatography　（HPLC）．　Ap4A　synthesis　increased　depending　on　the　amount　of　lleRS　or　LeuRS
and　on　incubation　time．　lleRS　synthesized　Ap4A　approximately　10－fold　more　than　LeuRS　did．　The
coexistence　of　Zn2“　in　the　reaction　mixture　and／or　the　phosphorylation　of　synthetase　had　no　effect
on　the　enzyme　reactions．　After　incubation，　no　other　radioactive　compounds　were　detected　in　the
reaction　mixture．
　　We　also　report　here　that　16　standard　adenosine　nucleotide　compounds　apart　from　AMP　（5’一AMP）
and　3’一AMP　were　almost　completely　separated　from　each　other　by　an　ionっair　HPLC，　and　that
diadenosine　polyphosphates　（Ap．A，　n＝2’N・6）　and　standard　adenosine　uncleotide　compounds　were
almost　completely　separated　from　each　other　by　another　anion－exchange　HPLC．
緒 言
P’，　P‘一di（adenosine　5’一）tetraphosphate　（Ap4A）
は1966年，Zamecnikらにより初めてE．　coilで生成
されることが発見された1）．Fig．1に示されるAp。A
で表される一連の化合物，diadenosine　polyphos一
（1992年6月18日受付，1992年7月7日受理）
Key　words：P1，　P4一ジアデノシン5’一四リン酸（Pi，　P4－di（adenosine　5’一）tetraphosphate（Ap4A），シグナル分子
（Signal　molecule），アミノ酸活性化酵素（Aminoacyl－tRNA　synthetase（aaRS）），イソロイシンーtRNA合成酵
素Isoleucyl－tRNA　synthetase（IleRS）），高速液体クロマトグラフィー（High－performance　liquid　chromato－
graphy　（HPLC））
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Fig．　1　（a）Synthesis　of　aminoacyl－tRNA　（aa－tRNA）　and　diadenosine　poly－
　　phosphate　（Ap，A）　by　aminoacyl－tRNA　synthetase　（aaRS）．　The　Ap4A
　　synthesis　occurs　through　an　aminoacyl－adenylate　intermediate　（aa－AMP－
　　aaRS）　which　reacts　with　ATP．　（b）Structure　of　Ap4A．
phateに属し，リン酸部位でtai1－to－tail結合したジ
ヌクレオチドである（Fig．1b）．現在では，真核，原
核細胞を問わず，平常時の細胞中に10－8～10一7M存
在し2），熱や酸化剤等によるストレスで増加するこ
と3），増殖中の細胞で高濃度となること4）等が知られ
ている．そしてこの化合物はタンパク合成に必須な
酵素，アミノ酸活性化酵素（aaRS）によるアミノ酸
活性化反応における副反応で生成される．
　Ap4Aの働きは（1）G1期に停止させたBHK
（baby　hamster　kidney）細胞でのDNA合成の引き
金となる5），（2）DNAポリメラーゼαと結合する6），
（3）in　vitroではDNA合成のプライマーとなり得
る7），（4）ラウス肉腫ウイルスのpp　60s「cによるIgG
のリン酸化を抑制する8），（5）ポリADPリボースポ
リメラーゼによるピストンのADPリボシル化を阻
害する9），（6）酸化，熱等のストレスに対する警報物
質として働く3），（7）血小板凝集を阻害する10），など
多方面にわたって報告されており，今なお新しい機
能が追求されつつある．即ちE．coliにおいてAp4A
は複製を開始させる開始タンパクであるDnaAと
結合し，Ap4Aの濃度に依存してDnaA依存性の
DNA合成開始を促進させることが小林，倉富によ
り見出された11）．この様なAp，Aの濃度に依存する
機能を追求するためには，Ap、Aの細胞内濃度を調
節する機構，即ちAp4Aの合成系と分解系を明らか
にする必要がある．今回は合成系であるアミノ酸活
性化酵素によるAp4A生成の検討を行った．我々は
aaRSとしてイソロイシンーtRNA合成酵素
（IleRS）及びロイシンーtRNA合成酵素（LeuRS）を
用い，反応生成物の検索を薄層クロマトグラフィー
（TLC）及び高速液体クロマトグラフィー（HPLC）
を用いて行った．その結果，Ap、Aの生成が確認さ
（2）
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Table　1　Standard　compounds　used　for　thin－layer　chromatography　and
　　　high－performance　liquid　chromatography
Authentic　sample　compounds Abbreviation
Adenosine　5’一monophosphate（sodium　salt）
Adenosine　5’一diphosphate（sodium　salt）
Adenosine　5’一triphosphate（sodium　salt）
Adenosine　3t，5ノーcyclic　monophosphate（sodimu　salt）
Adenosine　2’，3’一cyclic　monophosphate（sodium　salt）
Adenosine　2’一monophosphate（free　acid）
Adenosine　3’一monophosphate（sodium　salt）
Adenosine　2’，5’一diphosphate（sodium　salt）
Adenosine　3’，5’一diphosphate（sodium　salt）
Adenosine　2’，3’一cyclic　phosphate　5’一phosphate（free　acid）
Adenylyl（2’一＞5’）adenosine（ammonium　salt）
Adenylyl（3’．5’）adenosine（free　acid）
2’一Deoxyadenosine　5’一monophosphate（free　acid）
Adenine
Adenosine
Pi，P2－di（adenosine　5’一）pyrophosphate（sodium　salt）
Pi，P3－di（adenosine　5’一）triphosphate（ammonium　salt）
Pi，P‘一di（adenosine　5’一）tetraphosphate（ammonium　salt）
P’，P5－di（adenosine　5’一）pentaphosphate（ammonium　salt）
Pi，P6－di（adenosine　5’一）hexaphosphate（ammonium　salt）
AMP
ADP
ATP
cAMP
c2’，3’AMP
2ノーAMP
3’一AMP
PA2’p
pAp
pA＞p
A21p5／A
A3’p5／A
dAMP
A
Ado
Ap2A
Ap3A
Ap，A
Ap，A
Ap，A
れたので，ここに報告する．又，HPLCにより
diadenosine　polyphosphate（Ap。A）を含む各種ヌ
クレオチド誘導体の良好な分離が可能であることが
確認されたので，併せて報告する．
実験材料及び方法
　薄層クロマトグラフィー，高速液体クロマトグラ
フィーで使用した標準物質を，Table　1に示す．い
ずれもSigma社製のものを購入して使用した．精製
水を加えて水溶液とし，液性が中性域になるように
1MNaOHを加えて調製し，原液とした．これを標
準物質として使用する際には，薄層クロマトグラフ
ィー，高速液体クロマトグラフィーいずれの場合も，
上記溶液の吸光度及び分子吸光係数より原液の濃度
を求め，5mMに調製して使用した．〔2，8－3H〕ATP
（1．70TBq／mmo1）はアマシャム社（イギリス）よ
り購i入した．無機ピロホスファターゼ（EC　3．6．1．
1）はBaleers　Yeast由来のものをSigma社より購入
した．クレアチンキナーゼ（EC　2．7．3．2）はウサ
ギ筋肉由来のものをべ一リンガー・マンハイム社よ
り購入した．アミノ酸活性化酵素はE．oo1はり得ら
れたIleRSの遺伝子をE．　coilに，　LeuRSについて
はB．stearothermoPhilusより得られた遺伝子をE．
coilに，それぞれクローニングし，従ってIleRS及
びLeuRSの大量生成，即ちそれら酵素の精製を容
易にしたものより調製されたものであり，ユニチカ
（株）中島宏部長より分与された．これらはほぼ単一
タンパクにまで精製されたものを用いた．
　（1）イソロイシンーtRNA合成酵素（lleRS）及び
　　ロイシンーtRNA合成酵素（LeuRS）による
　　Ap、　Aの合成
　11eRSによるAp、A生成のassay　systemは以下
の組成よりなる．30mM　N一（2－hydroxyethyl）
piperazine－N’一2－ethanesulfonic　acid（以下Hepes
と略）一KOH，　pH　7．5，10　mM　MgC12，80μM
ZnSO4，0．04　u／μli無機ピロホスファターゼ，1μCi
〔2，8－3H〕ATP，2．5mM　ATP，21．6mMクレアチ
ンリン酸，0．1μg／μ1クレアチンキナーゼ，1mMイ
ソロイシン，　11eRSを加えて50μ1とした．　LeuRS
活性の測定は1mMイソロイシンの代わりに1mM
ロイシンを，IleRSの代わりにLeuRSを用いた．こ
れらの操作は氷陣中で行い，混合後37℃の恒温水槽
中でインキュベーションを行った．対照系には同じ
操作で得られた反応後をインキュベーションを行わ
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ずに用いた．反応の停止は反応液を直ちに氷浴中に
移し，精製品イオン水50μ1を加え，Mol　Cut　II
（UFP　2　LCC，日本ミリポア社製）処理により分子
量5000以上の物質を除去することにより行った．
　Ap4A生成に対するZn2＋イオン濃度の影響の検
討に際しては，IleRS　210μgを用い，　ZnSO、濃度は
0，80μMの2種類の反応液について検討を行った．
又，IleRSの酵素タンパクのリン酸化がAp4Aの生
成に及ぼす影響の検討に於いては，IleRS　210μgを
用い，60　mM　Hepes－KOH，　pH　7．5，8mM　MgC12，
4μMcAMP，160μM　ATP，及び0．08μg／μl
cAMP依存性プロテインキナーゼを加え全量を25
μ1として30℃，20分間プレインキュベーションを
行った．その後，残りの試薬を加え上記組成の全量
50μ1の反応液とし，同様の操作を行った．尚，Zn2＋
の有無，及びリン酸化の有無の実験においてはイン
キュベーションを2時間行った．これれらの反応量
をMol　Cut処理した後，薄層クロマトグラフィー
（TLC），及び高速液体クロマトグラフィー（HPLC）
の試料として用いた．
　（2）薄層クロマトグラフィー（TLC）によるヌク
　　レオチド類の分析
　メルク社（ドイツ）製のポリ（エチレン）イミンセ
ルロース（PEI－cellulose）のプラスチックプレート
（20×20cm，層厚0．1mm）を使用し，1MLiClを
展開溶媒として上端より1～2cm下まで展開した．
標準物質として5mMのATP，　ADP，　AMP及び
Ap4Aを2μ1ずつ反応処理液と同一薄層プレート
にスポットした．展開後，乾燥させた薄層プレート
を原点側から7mm間隔に切断し各々抽出操作を行
った．抽出は切断したプレートから薄層部分を削り
取り，これに1MLiCl溶液を加えて行い，遠心後，
得られた上清を抽出液とした．この抽出液に4mlの
シンチレー画一（エマルジファイヤーシンチレータ
299，パッカードジャパン社製）を加え，液体シン
チレーションカウンター（Tri－Carb　2050　CA，パッ
カードジャパン社製）で放射活性を測定した．標準
物質の検出はUV　lampの照射により行った．
　（3）高速液体クロマトグラフィー（H肌C）によ
　　るヌクレオチド類の分析
　HPLCの本体及びポンプ（M　600マルチソルベ
ントシステム），インジェクター部分（U6Kインジ
ェクター），検出器（M990フォトダイオードアレイ
検出器）はWaters社のHPLCシステムを使用し
た．カラムは2種類使用した．1つはWaters社製
のNova－Pak　C、8（3．9mmlD×300　mm）を用い，
溶出バッファーにはA；30mMリン酸カリウム緩
衝液，pH　6．8－5　mM臭化テトラブチルアンモニウ
ムー4％アセトニトリル，B：100％アセトニトリルを
使用して，0％Bから60分で20％Bとする直線グラ
ジエントにより流速0．7m1／minで溶出させた．他
1っはTOSOH社製のTSKgel　DEAE－2　SW
（4．6㎜ID×250　mm）を用い，溶出バッファーには
A：20mMリン酸ナトリウム緩衝液，　pH　6．8，B：20
mMリン酸ナトリウム緩衝液，　pH　6．8－0，3MNaC1
を使用し，溶出時間とバッファー濃度との関係が下
記に示す直線グラジエントに従い，流速は0．8m1／
minで溶出させた12）13）．
　　　min：　O一＞20一＞30一＞35一＞40
　　　B（O／．）：30一＞100一＞100－30－30
　分画された試料はギルソン社（フランス）製のフ
ラクションコレクターModel　201を使用し1分毎
に分取し，シンチレー磁心（エマルジファイヤーシ
ンチレ一壷299，パッカードジャパン社製）4mlを
加え，液体シンチレーションカウンターにより放射
活性を測定した．
　（4）Ap、A分解酵素によるイソロイシンーtRNA
　　合成酵素反応生成物の同定
　Eco iより抽出したフラクションII14）（（4）式の様
にAp、Aを特異的に分解し2分子のADPを生成す
る酵素である，Ap4A　pyrophosphohydrolaseを含
み，それ以外のAp4A分解酵素を含まない）を用い
て，IleRS反応生成物の分解反応を試みた．
　　　Ap4A　pyrophosphohydrolase　　　　　　　　　　　　　　　　　　2　ADP…（4）Ap，A
　実験材料及び方法の（1）により合成し，（3）の
Nova－Pak　C、8カラムを用いたHPLCにより分離
し，スピードバックコンセントレーターにより濃縮
した〔3H〕Ap4Aを基質とし，これに，40　mM　Hepes
－KOH，　pH　7．5，0．2mM　MnC12，2mMグルタチ
オン，6％グリセロール及びフラクションIIの95μg
を加え，全量を50μ1とし，30℃，5分間のインキュ
ベーションを行った後，0．1MEDTA　150μ1を加
えて反応を停止した．対照系にはインキュベーショ
ンを行わないものを用い，各20μ1を実験材料及び
方法（3）のDEAE－2　SWカラムを用いたH：PLCの
条件により分析した．1分毎に分画した各分画にシ
ンチレー回心（エマルジファイヤーシンチレータ
（4）
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Fig．　2　Poly（ethylene）imine－cellulose　thin－layer
　　chromatography　of　the　reaction　mixture　for　Ap4
　　A　synthesis　by　isoleucyl－tRNA　synthetase．
　　Arrows　at　the　top　of　the　figure　show　the　center　of
　　the　spot　of　each　of　markers　（ATP，　ADP，　AMP
　　and　Ap4A）　on　the　TLC　plate．　（a）　Control．　（b）
　　The　reaction　mixture　with　70＃g　of　lleRS　in－
　　cubated　for　30　min　at　37eC　and　（c）　the　reaction
　　mixture　with　210　pt　g　of　lleRS　incubated　for　120
　　min　at　370C．　The　reaction　products　and　substrate
　　were　separated　by　PEI－cellulose　TLC　with　1　M
　　LiCl　solution．　The　PEI－cellulose　plate　was　cut
　　into　pieces　with　7　mm　width　and　each　of　pieces
　　was　extracted　with　1　M　LiCl　solution　and　count－
　　ed．　The　hight　of　the　open　bar　indicates　relative
　　radioactivity　of　each　fraction　to　total　radioactiv－
　　ity　incorporated　into　all　fractions．　Details　of　the
　　procedure　are　given　under　Materials　and
　　Methods．
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Fig．　3　Time　course　of　Ap4A　synthesis　by
　　isoleucyl－and　leucyl－tRNA　synthetase．　The
　　reaction　mixture　with　140　ptg　of　lleRS　（e）
　　or　260　p　g　of　LeuRS（A）　was　incubated　at　37e
　　C．　The　experiments　were　carried　out　as
　　described　in　Fig．　2　except　incubation　time
　　and　amounts　of　both　enzymes，　lleRS　and
　　LeuRS．
299，パッカードジャパン社製）を4m1ずつ加え，
その放射活性を測定した．
結 果
　（1）アミノ酸活性化酵素によるAp4Aの生成
　アミノ酸活性化酵素としてIleRSを用い，「実験
材料及び方法」に従って，酵素（11eRS）量を70，
140，210μg，インキュベーションを30，60，120分
間行い得られた反応液についてAp、Aの生成状況
をTLCで検討した（Fig．2，　Fig．3）．　Fig．2の横軸
は，薄層プレート切片に原点側からつけた番号を
fraction　N ．として示し，縦軸は，各分画（fraction）
について測定した放射活性の値（dpm）の全分画の
放射活性値の総計に対する割合（％）としてあらわ
した．Fig．2－bはIleRS量を70μg用いて，30分
間反応を行った結果である．この条件ではAp4Aの
生成は極僅か（2．3％）で，ほとんどが未反応のATP
として残存していた．しかし，IleRS量を倍に増や
し（140μg），60分，120分間反応を行うと，Fig．3
に示すごとく，Ap4　Aの生成は反応時間に依存して
上昇した．また，11eRS量を210μgに増大させる．と，
Ap4　A生成量はさらに増大した（Fig．2－c）．即ち，
（5）
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Table　2　Effects　of　Zinc　ion　and　phosphorylation　of
　　　isoleucyl－tRNA　synthetase　by　the　cAMP－
　　　dependent　protein　kinase　on　Ap4A　synthesis
o
Zn2’　（pt　M）
o 80
一　Phosphorylation
十Phosphorylation
18．0
18．0
16．8
18．9
After　reaction　mixture　with　210　ptg　of　lleRS　was
preincubated　in　the　presence　or　absence　of　the　cAMP
－dependent　protein　kinase　for　20　min　at　300C，
incubation　was　made　in　the　presence　or　absence　of　80
ptM　ZnC12　for　2　hr　at　370C．　Separation　of　reaction
products　by　PEI－cellulose　TLC　was　the　same　as
described　in　Fig．　2．
Table　3　Rf　value　of　standard　compounds
　　　by　PEI－cellulose　thin－layer　chroma－
　　　tography
20 40 60
　1．5
冒
8
寒
：1
董
く
O．5
o
Compounds Rf　value
ATP
Adenine
Ap4A
ADP
A3’p5’A
Adenosine
AMP（5t－AMP）
3t－AMP
cAMP
A2’p5’A
pA＞p
c2’，3’AMP
2t－AMP
Ap，A
O．14
0．24
0．33
0．36
0．36
0．42
0．50
0．50
0．50
0．51
0．52
0．54
0．54
0．58
1，　AMp
・一 `DP・一一・
1　AP，4A
［i　ATP
　O　20　40　60　　　 　　　　Retention　time　（min）
Fig．　4　Separation　of　4　standard　nucleotide
　　compounds　（ATP，　ADP，　AMP　and　Ap4A）　on
　　Nova－Pak　Cis　column　by　ion－pair　high－
　　performance　liquid　chromatography．　Details
　　of　the　procedure　are　given　under　Materials
　　and　Methods．
Chromatography　was　developed　with　IM
LiCl　solution　on　a　PEI－cellulose　plate．
These　compounds　were　identified　by　their
absorbance　of　ultraviolet　light．　Details　of
the　procedure　are　given　under　Materials
and　Methods．
Ap、Aの生成は11eRSの量と反応時間に依存して増
大することが判明した．
　尚，Zn2＋の酵素反応系へ及ぼす効果及びIleRSの
cAMP依存性プロテインキナーゼによるリン酸化
の影響を検討した結果，Zn2＋の量，及びリン酸化の
有無はAp、Aの生成に影響を及ぼさない事が判明
した（Table　2）．
　次にaaRSとしてLeuRSを用いてAp4Aの合成
の検討を行った．酵素（LeuRS）量を260μg，120分
間インキュベーションのassay条件ではAp4Aの
生成量はIleRSの場合の約1／10であった（Fig。3）．
　（2）H：PLCによるヌクレオチド類の分離，同定
　薄層クロマトグラフィーによる分離，分析は，数
種類のサンプルを同時に，しかも短時間で行える利
点はあるが，移動度（Rf値）の近似する物質同士の
分析は困難であり，定量は難しい．今回使用した標
準物質もかなり近接，隣接しているものが多く，Ap、
AもADP及びA3’p　5’Aと接近していた（Table
3）．そこで生成物がAp、Aの単一物質であることの
確認の為，高速液体クロマトグラフィー（HPLC）に
よる分離，分析を試みた．
①Nova－Pak　C、8カラムによるヌクレオチド類の
　分離
　HPLCの送液は室温で行い，ヌクレオチド類の検
出は260nmの吸収により行った．　Nova－Pak　C18
カラムを使用した標準物質4種（ATP，　ADP，　AMP
及びAp、A）の分析パターンをFig．4に，また，他
の標準物質を含めた分析結果をTable　4に示す．こ
れらの方法では，AMP（5’一AMP）と3’一AMP以外
（6）
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は分離可能であり，TLCでは分離不十分であった
Ap4AもADP及びA3’p　5’Aから明確に分離出来
ることが判明した．
Table　4　Retention　time　of　standard　compounds
　　　on　Nova－Pak　Cis　column　by　ion－pair　high－
　　　performance　liquid　chromatography
Compounds Retention　time（min）
Adenosine
dAMP
c2’，3／AMP
A2’p5’A
AMP（5r－AMP）
3f－AMP
Ap2A
cAMP
A3rpstA
2t－AMP
ADP
pA　＞p
pA2’p
pAp
ATP
Ap，A
8．0
20．4
21．5
23．5
24．0
24．0
25．8
26．3
26．7
29．3
33．0
33．8
39．0
42．0
44．0
49．0
These　compounds　were　detected　by　their　absor－
bance　at　260　nm．　Details　of　the　procedure　are
given　under　Materials　and　Methods．
②TSKgel　DEAE－2　SWカラムによるAp。A及
　びアデノシンヌクレオチド類の分析
　TSKgel　DEAE－2　SWカラムによるAp。A
（diadenosine　polyphosphate，　n＝2～6）及びアデノ
シンヌクレオチド類の分析結果をFig．5に示す．
APnA（n＝2～6）は，リン酸の数に比例して溶出時
間が長くなり，良好な分離結果が得られた．さらに
TLCでは分離不十分であったAp4A，　ADP及び
A3’p5’Aの三者もNova－Pak　C18カラムの場合と
同様に良好な分離が確認された．
③イソロイシンーtRNA合成酵素による反応生成
　物のHPLCによる同定
　IleRSの210μgを用い，120分間反応を行ったサ
ンプルの20μ1をNova－Pak　C、8カラムを用いて分
析を行った．Fig．6－bはインキュベーションを行っ
た反応液を処理したもの，及びFig．6－aはその対照
系の分析結果である．対照系では基質に用いた
ATPのみが検出されたが，インキュベーションを
行った反応液では，生成したAp4AとATPに該当
する2箇所に260nmの吸収のピークが見られ，放
射活1生もこれらの2本のピークと一致して検出され
た．ADPとは明らかに溶出時間が異なっており
（Tabel　4参照），放射活性を有する他のピークは全
く検出されなかった．更に，同じ反応液について
TSKgel　DEAE－2　SWカラムにより分析を行ったと
O．4
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8
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8
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Fig．5　Separation　of　diadenosine
　　polyphosphates　and　adenosine
　　nucleotide　compounds　on
　　TSKgel　DEAE－2　SW　column　by
　　anion－exchange　high－per－
　　formance　liquid　chromatogra－
　　phy．　Details　of　the　procedure
　　are　given　under　Materials　and
　　Methods．
（7）
一　476　一 東京医科大学雑誌 第51巻第5号
ATP　Ap4A
1．0
05
毒
8
望
ぎ　o
g
巷
｛
O．6
O．4
O．2
o
a
b
8
4
o
8
4
o
20
Retention　time　（min）
40
ころ，標準Ap、Aの溶出時間と一致して放射活性が
検出された．即ち2種のカラムを用いて分析した結
果より，IleRSよりの反応生成物はAp，Aと認めら
れた．
　（3）イソロイシンーtRNA合成酵素による反応生
　　成物，Ap、　A，の酵素的分解
　IleRSによる反応生成物がAp、Aであることを，
E．coliよりのAp、A分解酵素を使用した分解産物
の同定からの確認を行った．E．　coliにおいてはAp、
Aの分解は，Ap、Aを2分子のADPに分解する
pyrophosphohydrolase活性のみが報告されてい
る15）．DEAE－2　SWカラムで反応生成物の分析を行
った結果，Ap4Aの分解によるADPが生成してい
る事が認められた（Fig．7）ので，　IleRSによる反応
生成物はAp4Aであることが確認された．
且
倉
当Fig・6
5
智
e－
g
奮
　　Identification　of　reac－
tion　product　by　lleRS．　The
reaction　mixture　with　210”g
of　isoleucyl－tRNA　synthetase
was　analyzed　on　Nova－Pak
Cis　column　by　ion－pair　HPLC．
（a）　Control．　（b）　The　reaction
mixture　was　incubated　for
120　min　at　37eC　and　anal－
yzed．　The　HPLC　conditions
were　the　same　as　in　Fig．　4．
An　aliquot　of　each　of　the
collected　fractions　was　count－
ed　for　tritium　radioactivity．
Details　of　the　procedure　are
given　under　Materials　and
Methods．
考 察
　アミノ酸活性化酵素（aaRS）は，タンパク合成時
に必須の酵素である．この酵素の働きは，活性型ア
ミノ酸（アミノアシルーtRNA）を合成することであ
り，その時活性型中間体として〔アミノアシルーAMP
－aaRS〕を形成する（Fig．1（a）一（1）式）．この中間
体とtRNAとがaaRSの触媒作用により反応して，
アミノアシルーtRNAを生成する．　tRNAの代わり
にATPが反応すると，　Ap，Aが生成される．従っ
て，aaRSによるAp、Aの合成にはaaRSのみなら
ず，aaRSに対応するアミノ酸，及びATPが必須
である（Fig．1（a）一（1）および（3）式参照）．今回の
実験では，aaRSとして11eRS，及びLeuRSを，
対応するアミノ酸として11eRSにはイソロイシン，
LeuRSにはロイシンをそれぞれ用いた．また，中間
体形成に伴いATPが消費されるが，この反応から
（8）
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Fig．　7　Enzymatic　degradation　of　（3H）Ap4A
　　synthesized　by　lleRS．　After　the　fractions
　　corresponding　to　（3H）　Ap4A　were　separated
　　by　ion－pair　HPLC　as　shown　in　Fig．　6，　they
　　were　combined　and　concentrated．　Ap4Aase
　　assay　was　performed　for　this　solution．　（a）
　　Control．　（b）　The　reaction　mixture　for　Ap4
　　Aase　assay　was　incubated　for　5　min　at　30eC．
　　The　reaction　product　was　separated　by
　　anion－exchange　HPLC　（DEAE－2　SW　col－
　　umn）．　An　aliquot　of　each　of　the　collected
　　fractions　was　counted　for　tritium　radioactivi－
　　ty．　Details　of　the　procedure　are　given　under
　　Materials　and　Methods．
生成するピロリン酸を分解し，Fig．1（a）の（1）式
に示される反応系を促進する酵素，無機ピロホスフ
ァターゼを加え，更にインキュベーション中に産生
される可能性のある副産物（ADP，　Ap3A等）の生
成を抑制させ，ATPを再生させる基質一酵素系，即
ちクレアチンリン酸，クレアチンキナーゼを加えて
効率良くAp、Aを合成させる反応系を構築した．
　この様にして得られた反応液をTLCで分析した
結果，放射活性の高い部分が2箇所認められた．標
準物質の位置と比較した結果から，基質のATP及
び生成物のAp4Aである可能性が推測された（Fig．
2）．しかし，Ap、AとADPの位置が接近していた
為，再度HPLCで分析し，生成物質の同定を行った．
その結果，Fig．6に示す様にATPとAp，Aの溶出
分画と一致して放射能のピークが認められ，他の生
成物が存在しないことも判明した．更にHPLCによ
り分画，分取した反応生成物（Ap、Aの分画に相当
する部分）の同定を，Ap、Aを特異的に分解する酵
素を使用し試みた結果，Ap4　Aである事が確認され
た（Fig．7）．
　ヌクレオチド類の中には構造の類似するものが多
く，TLCでは分離不可能なものも存在する（Table
3参照）．HPLcでは，　Fig．4及びFig．5に示す様に，
4種類の標準物質（ATP，　ADP，　AMP及びAp、A）
及びそれらの関連ヌクレオチド類の分離状況につい
て検討したところ，TLCでは不十分であったAp4A
とADP及びA　3’p　5’Aが明確に分離されることが
判明した．Fig．4で分析した4種のヌクレオチドは
それぞれ同じ濃度に調整したものを混合して使用し
た（各25nmol）．　Ap4Aのピークが高いのは，他の
3種と異なり分子内にアデニン塩基を2分子持つ
為，分子吸光係数が大きい（260nmにおけるATP，
ADP，　AMPのEmM＝15．4，　Ap4AのEmM＝25．4）こ
とによる．この4種を含めた16種類のヌクレオチド
類についての分析結果をTable　4に示したが，この
方法では，AMP（5’一AMP）と3’一AMPを除いてす
べて相互に分離可能であることが判明した．この2
物質の分離については他の方法を考慮する必要があ
る．
　Ap、Aの合成はaaRSによって行われ，現在まで
に他の合成経路は知られていない．また，aaRSの
種類によってもAp、A合成能が異なり，全く合成し
ないaaRSもある（例えば，　E．　co　liではPheRS，
HisRS，　LysRSから大量に合成される．一方，
TrpRS，　ArgRSからは合成されない16）．同一のアミ
ノ酸を活性化するaaRSでも生物種により，　Ap、A
合成能に違いがみられる2）．また，真核細胞のセリ
（9）
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ン／スレオニンーtRNA合成酵素（Ser／ThrRS）はリ
ン酸化を受けるとAp、A合成能が上昇すると報告
された17）．しかしIleRSはcAMP依存性プロテイ
ンキナーゼによりリン酸化を受ける事が我々により
見出されているが（宋発表データ），そのリン酸化は
Ap4　Aの生成にほとんど影響を与えなかった
（Table　2）．酵素などのタンパクのリン酸化の発見
は，細胞内や細胞内外間の“生物学的情報伝達の機
構と制御”の解明へ道を拓き，今や分子生物学研究
の主流を形成しつつあるが，それらのタンパク質は，
四次構造であるサブユニットを有するものが多いの
で，リン酸化による活性の変化はアロステリック効
果によるものと推定される．今回用いたIleRS，
LeuRSはそれぞれ分子量115　kDa，104　kDaの1本
のポリペプチド鎖であり，subunit構造を有しない
にも拘わらず，リン酸化されることの意義，又，各
種aaRSのsubunit構造とリン酸化によるAp4A生
成活性の調節については今後追究すべき重要な問題
である．
　また，Ap、Aは今まで行われてきた研究から，（1）
DNA合成開始を促進する働き11），（2）DNAポリメ
ラーゼに結合する6），（3）DNAポリメラーゼのプラ
イマーとなる働き7），（4）ラウス肉腫ウイルスによる
IgGのリン酸化阻害8），（5）ピストンのADPリボシ
ル化の阻害9），（6）酸化，熱など細胞へのストレスに
対する警報物質としての働き3），（7）血小板の凝集阻
害10），など多機能性が報告されており，一種のシグナ
ル分子ではないかと推定されている．
　aaRSによるAp4Aの合成にはZn2＋により促進
される場合が報告されている18）．IleRSについて
Zn2＋の効果を検討したが（Table　2），促進効果は認
められなかった．しかしAp、　Aの代謝，即ち合成に
はZn2＋を要求するものもあり18），また分解には
Co2＋，　Mn2＋，　Cd2＋，　Ni2＋の2価金属イオンを15），更
にタンパクとの結合にはMn2＋，　Fe2＋を特異的に選
択して居り19），Ap、A分子は生体内に於いて2価金
属イオン濃度の調節を行い，それがシグナル分子と
しての作用をtriggerしている可能性も考えられ
る．
　今回我々は，aaRSのうち，　IleRS，　LeuRSによる
Ap、Aの合成を確認し，その同定に際してAp、Aと
他の主要なアデノシンンヌクレオチド類との分離，
diadenosine　polyphosphate類の分離が可能である
ことをHPLCにより確認した．生体内に於けるAp4
Aの量はその合成系と分解系のバランスによって
維持されている．われわれはAp，Aの分解産物を
HPLCで検索中，　Table　1に示したどのアデノシンヌ
クレオチドとも異なる溶出時間に溶出される260㎜
の吸収を有する物質を見出している20）．細胞内Ap、
A量の調節に従来見出された酵素による分解系，
　　　　Ap4A　pyrophosphohydrolaseAp4A
Ap4A Ap4A　hydrolase
2MP
Pi
ArlP　＋　AMP
Ap4A　　　Ap4Aα・β噂pho鍵＿→ATP＋ADP
以外の代謝経路の関与が期待される．
　我々はすでに1989年に3種類のAp4　A結合タン
パク質（Ap4A－binding　protein；Ap4A－BP）をはじ
めてE．coliに見出し，報告した19）．さらに最近，　E．
co　liにおいて，数種類のタンパク質がAp，Aと結合
すること，その幾つかが熱ショックタンパク質であ
ること，が他の研究室から報告された21）．熱ショッ
クタンパク質は，原核，真核を問わずに各種の細胞
において見出されるタンパク質であり，ストレスタ
ンパク質として，その機能が臨床医学の広範な領域
でも注目されつつある22）．細胞が熱，酸化二等のス
トレスを受けた際に高濃度に増加し，その中には生
命維持に必須なタンパクも含まれ，変性したタンパ
クの高次構造を正常に戻して生理活性を回復させる
重要な働きが見出された23）．Ap4Aは熱，酸化剤な
どのストレスにより熱ショックタンパク質の増加に
平行して増量することから，熱ショックタンパク質
と共同して未知の重要な役割を演じているのではな
いかと考えられる．我々により見出されたAp、A－
BPも熱ショックタンパク質である可能性がrpoH
変異株を用いた実験から得られている24）．更に，我々
はAp4Aが，　DNA複製開始において複製の開始タ
ンパクであるDnaAと結合することにより，促進的
に作用（trigger）する重要な事実を見出してい
る11）．この事実はAp4Aが細胞周期を制御している
ことを示唆するものであり，一部のがん遺伝子の生
成物が，実は細胞周期の制御因子であることが明ら
かとなるなど25），がん遺伝子の研究と細胞周期の研
究とが密接となり，激烈な研究分野が展開されつつ
ある現在，シグナル分子Ap，　A及びその結合タンパ
ク質の研究と細胞周期の研究との関連が期待され
る．
　IleRS及びLeuRSを分与されたユニチカ（株）中
（　10　）
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